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  چكيده

هاي بومي در شمال غربـي ايـران    هاي جدا شده از شير گاوميش رئوساستافيلوكوكوس آهدف از اين مطالعه آناليز ژن كوآگوالاز در   
نتيجه تكثير شده براي . مورد آزمايش قرار گرفتند PCR-RFLPبه روش  رئوسآاستافيلوكوكوس جدايه  75براي اين منظور تعداد . بود

هاي مـورد   مورد از جدايه 9و  29، 25، 12جفت باز بود كه به ترتيب  850و  760، 700، 600هاي  اندازهبا  ژن كوآگولاز توليد باندهاي
اما الگوهاي متعلق بـه يـك   . الگوهاي متفاوتي از هر اندازه بدست آمد AluIآنزيم از هضم باندهاي مذكور با . شد آزمايش را شامل مي

  .هاي گاوي بودند نتايج آناليز ژن كواگولاز در اين مطالعه مشابه نتايج حاصل از جدايه. اندازه، مشابه هم بودند
  

   PCR-RFLPگاوميش، شيرمورفيسم،   ژن كوآگولاز، پلي، رئوسآاستافيلوكوكوس : هاي كليدي واژه
  
  
  

  مقدمه 
 اًگونه استافيلوكوكوس وجود دارد كه اكثر 30حداقل    

برخـي   ،شـوند  يفلور طبيعي مخاط و پوست محسوب م
هـاي   طلب ايجاد بيماري صورت فرصت هاز آنان قادرند ب

كوآگــولاز بــا قــدرت آنــزيم توليــد  ،را بنماينــد يمهمــ
 در ايـن ميـان   .زائـي آنـان ارتبـاط مسـتقيم دارد     بيمـاري 

چرا  ،اي را داراست اهميت ويژه استافيلوكوكوس آرئوس
تواند به عنوان عامل بسيار مهم در ايجاد بيمـاري   يم كه 

ــرد   ــرار گي ــه ق ــورد توج ــين . در دام م ــه همچن از جمل
شـود   يهاي مهم كه توسط اين باكتري ايجـاد م ـ  بيماري

مسموميت غذايي است كه از بسياري كشورهاي جهـان  
هـا   شگـاومي  ).Razavilar, 1999( ده اسـت ش ـگزارش 
در صد شير در جهان را در اختيار داشته  5توليد  حدوداً

مين شـير محسـوب   أنيز از منـابع مهـم ت ـ   و در كشور ما
اگر چه جداسازي و ). Bromandi Jazi, 2006( شوند مي

شناسايي آزمايشگاهي اين باكتري كار چنـدان دشـواري   
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بيماري نياز به باشد، اما هنوز اپيدميولوژي مولكولي  ينم
 Dastmalchi Saei and(دارد بيشـتري  تجزيه و تحليل 

Ahmadi, 2010 .(ــاكنون روش ــراي  ت هــاي متعــددي ب
ــاكتري  ــولي ب ــه مولك ــتافيلوكوكوس    مطالع ــوسآاس  رئ

تـوان بـه هضـم     يپيشنهاد شده است كه از آن جملـه م ـ 
 DNA )Weller, 2000 Busch and يكورومــوزم

Nitschko, 1999;( ،multilocus sequence typing 
)Enright et al., 2000(، pulsed-field 

gelelectrophoresis  )Melles et al., 2007(   و تعيـين
 Spa )Strommenger et يهـا  تيپ بر اساس آنـاليز ژن 

al., 2008(،   كواگـولاز)Ishino et al., 2007( وaroA  
)Marcos et al., 1999(   اسـتفاده از ايـن   . اشـاره نمـود

روش متعـدد بــر ايـن فـرض اســتوار اسـت كــه      تعـداد 
در  اسـتافيلوكوكوس آرئـوس  محـدودي از   يهـا  سويه

دخالـت   هاي غذايي يا بيمـاري خـاص   مسموميتايجاد 
از آنجايي كـه عمـده   ). Fitzgerald et al., 1997(دارند 

نساني و حتـي  ا ،گاوي يها اين مطالعات بر روي نمونه
 يهـا  روي سـويه مطالعه بـر   ،اند گوسفندي تمركز داشته

باشـد   يكه جزو احشام مهم توليدي منطقـه م ـ  گاوميشي
  .گشا در اين زمينه باشد  اي ره هعتواند به عنوان مطال يم
سم ژن يمورف يپل يبررس اگرچه مطالعاتي در خصوص 

 وس آرئـوس اسـتافيلوكوك  يها هيجدادر مورد  كوآگولاز
 Dastmalchi  Saei( انجام پذيرفتهن از جمله در ايراو گا

et al., 2009(،  ــه ــاكنون مطالع ــا ت اي در خصــوص  ام
گاوميشـي انجـام نپذيرفتـه     وسكوكاسـتافيلو  يها جدايه
تعيـين پلـي مورفيسـم ژن    هدف از ايـن مطالعـه   . است

جدا شده از شير  يها رئوسآ وساستافيلوكوك كوآگولاز
-PCRروش  بــر اســاسز گــاوميش در شهرســتان تبريــ

RFLP  باشد يم.  

  هامواد و روش
 ها مونهن

جدا هاي  ئوسآراستافيلوكوكوس  جدايه از  75تعداد    
هـاي   از سـطح دامـداري   قـبلا شير گاوميش كـه   شده از

آوري شـده بـود تهيـه و بـه      سنتي شهرستان تبريز جمـع 
كليـه   يبر رو. هاي مورد مطالعه استفاده شد عنوان نمونه

كامـل بيوشـيميايي انجـام شـده و      يها ها آزمايش نمونه
واكـنش  شتر با استفاده از روش ينان بيل اطمجهت حصو

PCR  برپايه ژن نوكلئاز)nuc(      نيز تعلـق آنهـا بـه گونـه
 Shayegh et( بـود اثبات شده  رئوسآاستافيلوكوكوس 

al., 2013(.  
  DNAاستخراج 

ــتخراج     ــه 75از  DNAاس ــده در  نمون كشــت داده ش
ليتـر از   ميلـي  يك. شدانجام  مغز - آبگوشت قلبمحيط 
 5بـه مـدت    g 10000 شتابهاي باكتريايي در  كشت

بعـد از   .شـد دقيقه سانتريفيوژ و مايع رويي دور ريختـه  
، )=pH 5/7(ر مـولا  1كننده شامل تريس ريختن بافر ليز
 C-TAB 2 مـولار،  EDTA 5/0مـولار،   5كلريد سـديم  

درجــة  65در دمــاي  درصــد بــر روي رســوب مخلــوط
رار داده ق ـ در بـن مـاري  دو سـاعت  ت به مد سلسيوس

هـاي ليزشـده بـه     هاي حـاوي سـلول   ويالسپس  شده و
سانتريفيوژ و مـايع   g 12000 شتابدقيقه در  5مدت 

 -هاي ديگر منتقل و هم حجم آن كلروفرم رويي به ويال
و بـه  بـه آن اضـافه    1:24ايزوآميل الكل با نسبت هـاي  

مايع در ويال دو فازاز تشكيل پس  .آرامي تكان داده شد
ليتـري   ميلـي  5/1رويي و انتقال به تيوپ  لاية  برداشتنو 

به آن اضافه گرديد و بـه   RNAaseميكروليتر  5/0ديگر، 
در بـن   سلسـيوس درجـة   37دقيقه در دمـاي   30مدت 

ها را برداشته و  دقيقه، ويال 30بعد از . ري قرار گرفتما
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 15هم حجم آنها ايزوپروپانول اضافه شـد و بـه مـدت    
 بـا سـانتريفيوژ در  . ار داده شـد قـر  -20دقيقه در دمـاي  

ــتاب ــرار دادن    g 12000، DNA ش ــا ق ــيب و ب ترس
در پايـان،  . خشك گرديـد  DNAها در دماي اتاق،  ويال

DNA  ميكروليتـر آب ديـونيزه حـل     50خشك شده در
 ).Shayegh et al., 2013( گرديد

  براي ژن كواگولازاي پلي مراز  انجام واكنش زنجيره
ليتـر،  ميكـرو  25در حجم  لي مرازاي پ واكنش زنجيره   

ميكروليتـر، پرايمرهـاي    PCR 5/12شامل كيـت مسـتر   
ــي ــولار  MWG, Germany( 4/0( اختصاصـ ميكرومـ

ر ميكروليت ـ 1شـده شـامل    استخراج  DNAو) 1جدول(
در واكنش زنجيرة پليمرازي  .انجام گرفت) نانوگرم 50(

هـاي واسرشـته    با چرخه )Techne( دستگاه ترموسايكلر
 30دقيقه،  5ت مد هب سلسيوسدرجه  94اوليه در  سازي

 سلسيوسدرجه  94چرخه با مرحله واسرشته سازي در 
 55دقيقه، مرحلـه اتصـال آغـازگر در دمـاي      1مدت ه ب

درجـه   72دقيقـه، بسـط در    1مـدت   هب سلسيوسدرجه 
دقيقـه و نهايتـا يـك چرخـه بسـط       1مدت  هب سلسيوس
قيقه انجـام  د 10مدت  هب سلسيوسدرجه  72نهايي در 

از محصولات حاصـله در  . )Hookey et al., 1998( شد
 و بـا اسـتفاده از ژل داكيومنـت    الكتروفورز% 5/1آگارز 

)Uvitech( عكسبرداري انجام گرفت.  
 

 
 

  PCRپرايمرهاي مورد استفاده در واكنش  - 1جدول
  منبع توالي نام ژن

COA F; 5-ATA,GAG,ATG,CTG,GTA,CAG,C 
R; 5- GCTTCC,GAT,TGT,TCG,ATGC Hookey et al. ,1998 

  
 

  قطعات تكثير شده ژن كواگولاز  يبرش آنزيم
با پرايمرهـاي   پس از تكثير ژن كواگولاز برش آنزيمي  

ع نو. هاي برشي، اجرا شد اختصاصي، با استفاده از آنزيم
آنزيم برشي بر اساس جايگاه برشي موجود در مقـالات  

واكـنش   بـار  دو، PCRبراي هـر محصـول   . انتخاب شد
بـه   )AluI   )Fermentas ميآنزهضم به طور جداگانه با 

سـاعت در   12هـاي هضـم بـه مـدت      واكنش .عمل آمد
خانه گـذاري شـدند و    گرم سلسيوس ي هدرج 37دماي 

با استفاده از آگـارز   يدر پايان، محصولات هضم آنزيم
درصد الكتروفورز و نوارهاي حاصل از برش در زيـر   2

 Hookey( ه و عكس برداري انجام شـد مشاهد UVنور 

et al., 1998.(   
  

  ها يافته
 ـ  PCRنتايج انجام واكـنش   بـراي ژن    يو بـرش آنزيم

 كواگولاز
 طراحـي با استفاده از جفت آغازگرهاي ژن كوآگولاز    

ــده  ــط ش ــاران  Hookeyتوس ــنش   و همك ــي واك ط
نشـان   1در شكل كه  اي پلي مراز تكثير داده شد زنجيره

شـود   طور كه در شكل مشاهده مي همان. تداده شده اس
 700،760، 600 تقريبيهاي  همحصولات تكثيري با انداز

   .جفت نوكلئوتيد حاصل شدند 850و 
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  :جداسازي شده از شير گاوميش ژن كوآگولاز يها  نمونه PCR تالكتروفورز محصولا - 1شكل 

M :،ماركرA : 850باند،B :760،C:700  وD:600 جفت باز  
  
   
مـورد مطالعـه در    استافيلوكوكوس آرئـوس نمونه  75ز ا

نمونه حاوي ژن كوآگـولاز داراي   12اين پژوهش تعداد 
 bp  نمونه قطعـه تكثيـر   25 ،جفت bp 600 قطعه تكثير 

 يدارانمونـه   9و  bp 750  نمونه قطعه تكثيـر  29 ،700
  بودند bp850  قطعه تكثير

  ده از آنزيمنتايج حاصل از برش ژن كواگولاز با استفا   
بـراي هـر   . نشان داده شده است 2در شكل  ،AluIبرشي

، دو واكنش هضم بـه طـور جداگانـه بـا     PCRمحصول 
الگوي مختلف  4نتايج حاصل  .به عمل آمد  AluI ميآنز

اما هـر كـدام   . دهد ينمايش مرا برش از ژن مورد نظر 
الگوهــا مربــوط بــه يــك انــدازه از محصــولات ن از ايــ

ل وتكثيري بوده و تنـوع خاصـي در داخـل يـك محص ـ    
  . تكثيري مشاهده نشد
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  AluI برشي  حاصل از برش ژن كواگولاز با استفاده از آنزيم تالكتروفورز محصولا - 2شكل 

M :،ماركرA : 850 باند برش،B : 760برش باند،C: و  700برش باندD:  جفت باز 600برش باند  
  

 گيري و نتيجه بحث
سم ژن كوآگـواز  يفرمو ين مطالعه پليولا پژوهشن يا   

ش ير گـاوم ياز ش آرئوس لوكوكوسياستاف يها هيدر جدا
در  يمطالعـه چنـد  . شـود  يم ـران محسـوب شـده   يدر ا

لوكوكوس ياســتافدر ن ژن يــســم ايمرف يخصــوص پلــ
ر گاو در خارج و داخـل كشـور   يشاز  جدا شده آرئوس

 Dastmalchi  Saei et al., 2009 Ishino et( ود داردوج

al., 2007;(در  يمطالعــات انــدك يبــه طــور كلــ يولــ ؛
ــتافخصــوص  ــا لوكوكوسياس  ــ يه ــده از ش ــدا ش ر يج

مطالعـه در   راًياخ. رفته استيدر جهان انجام پذش يگاوم
در كشـور   spaو  aroA يها ژن سميمورف يخصوص پل
 ,.Shayegh et al( ن منتشـر شـده اسـت   آج يانجام و نتا

2013.(  

متعلـق بـه    PCR محصول مختلف 4در مطالعه حاضر    
مطالعـه  . ه اسـت بدسـت آمـد   coa ژن 3 ´تكثير انتهاي

مشابه توسط محققين ديگر نيز تنوع اندازه باند متعلق به 
 ,.Dastmalchi  Saei et al(د ن ـينما يم ـرا تائيد  coa ژن

2009 Reinoso et al., 2007; .(براي اين  يخصدليل مش
حـذفي يـا    يهـا  في ـرد حتمـالاً تنوع معين نشده ولـي ا 

موجب به وجود آمـدن  در داخل ژن كوآگواز جايگزيني 
 يسـت يبا يم ـو ايـن امـر احتمـالاً     گردند يمچنين تنوعي 

 ´موجب تغيير خصوصيات آنتي ژني آنـزيم در انتهـاي   
 ,.Dastmalchi  Saei et al( ژن كواگـولاز نيـز گـردد    3

 و مقاومـت ايد يكي از دلايل تنوع آنتـي ژنـي   ش. )2009
بـه   .دهمين امر باش استافيلوكوكوس آرئوس يها عفونت

تنـوع  كـه   دهـد  يم ـنشـان   ضرنتايج مطالعه حاهر حال 
ــد ــدر جدا coaژن از حاصــل  يبان ــا هي ــييمگاو يه  ش
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ژن مـذكور در   يهـا  تنوعمشابه  لوكوكوس آرئوسياستاف
  .هاي گاوي آن است جدايه

 4اگرچـه  و بكار رفتـه   Alu I عه حاضر آنزيمدر مطال    
ــف  ــوي مختل ــي الگ ــه coa از ژن برش ــاي  در جداي ه

ولـي   هرا بدسـت داد  استافيلوكوكوس آرئوسگاوميشي 
  coa از اين الگوها متعلق به يك نوع انـدازه ژن  كيهر 

بوده و اين آنزيم نتوانسـت تفـاوت و تنـوع داخلـي در     
در مطالعـه  . دهد را نشان coa مختلف ژن يسايز باندها

 ژنمناسب در  برش دنتوانسته بوم آنزي، اين هم ديگري

coa  ايجـــاد نمايـــدگـــاوي جدايـــه اســـتافيلوكوكي 
)Stutzenberger and San Clemente, 1967(بنـابراين   ؛

آنـزيم مناسـبي بـراي نشـان دادن تنـوع       رسد يم به نظر

تجربيــات مــوفقي در  ولــي نباشــد coa درونــي در ژن
 اند شدهتوسط ديگران گزارش  Hae III نزيماستفاده از آ

)Dastmalchi  Saei et al., 2009(.  
بودن الگـوي خاصـي از    غالبعقيده بر اين است كه    

 يهـا  ممكن اسـت بـا مقـاوم بـودن سـويه      كوآگولازژن 
مرتبط باشد اين امر ن مذكور در برابر سيستم ايمني ميزبا

يزبـان تلقـي   سيستم ايمنـي م ز به نوعي فرار ا توان يمرا 
 باز آلـي جفت  750و  700 يبا اندازه ژن يها سويه. كرد

). Reinoso et al., 2007( باشـند  يمداراي چنين غالبيتي 
 يها ميآنزاز  ستيبا يماما براي بررسي تنوع داخل ژني 

برشي بيشتري كه بتواند چنين تنوع را در داخل هر كدام 
  .ژني نشان دهد استفاده گردد يها از گروه
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